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研究成果の概要（和文）：多くの固形がんでがん細胞はVEGF阻害薬に対する耐性を獲得するがその仕組はよく解ってい
ない。本研究ではVEGF阻害薬抵抗性を司る分子機構の一端を解明した。血管新生阻害治療によって誘導される２つの新
規ncRNAとその誘導メカニズムを明らかにした。これらncRNAsはp53の発現と機能を抑制した。その結果、血管新生阻害
治療ストレスに対する適応（HIF-1の過剰活性化、血管新生因子発現のスイッチング、細胞死の回避、細胞周期停止異
常、癌幹細胞様形質の獲得）を誘導した。ヒト大腸がん組織および転移肝組織において、これらncRNAはアバスチン治
療群で高発現していたが、未治療群では発現していなかった。

研究成果の概要（英文）：VEGF-targeted therapies have become an important treatment for a number of human m
alignancies. The VEGF inhibitors are actually effective in several types of cancers, however, the benefits
 are transiently, and the vast majority of patients who initially respond to the therapies will develop re
sistance. 
I elucidate that one of mechanisms for the acquired resistance is the direct effect(s) of VEGF inhibitors 
on tumor cells expressing VEGF receptors. Treatment with bevacizumab and 5-FU induced two novel non-coding
 (nc)RNAs. These ncRNAs silenced p53 expression and inhibited p53 function. As the results, these ncRNAs i
nduced malignant phenotypes in colon cancer cells, including over-activation of HIF1, angiogenic switching
, resistance of apoptosis, aberrant cell cycle regulation, cancer stem-like phenotype, and resistance to b
evacizumab. I revealed expression profiles of these ncRNAs in colon cancer patients; these ncRNA was overe
xpressed in patients treated with bevacizumab.
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１． 研究開始当初の背景 
多くの固形がんで、がん細胞は機能的 VEGF
受容体を発現しているが、VEGF 標的治療薬が
直接がん細胞自身に与える影響は良く解っ
ていない。 
また、現在 VEGF/VEGF 受容体を分子標的と
した数多くの血管新生阻害薬が開発されて
いる一方で、がん細胞はこれら VEGF 阻害薬
に対して抵抗性を獲得し、その結果さらに悪
性化してしまうことが大きな問題となって
いる。この VEGF 阻害薬抵抗性と悪性化を司
る、がん細胞内の分子機構は未解明の重要問
題である。 
 
２． 研究の目的 
 本研究では、VEGF 標的薬と抗がん剤により
活性化される「悪性腫瘍化ＲＮＡプログラ
ム」を解明し、このプログラムによるがん細
胞と腫瘍間質細胞の悪性化の解明を目的と
する。 
 
３．研究の方法 
(１）Vegf ncRNA, Fgf2 ncRNA の転写制御 
 各遺伝子のエクソン１領域をクローニン
グし、ルシフェラーゼ・レポーター遺伝子に
組み込んだプラスミドを作製。候補転写因子
を siRNA でノックダウンして、各 ncRNA プロ
モーター活性に及ぼす影響を、ルシフェラー
ゼ・レポーターmRNA の発現量を指標にして評
価した。 
(２）変異型 p53 が Vegf ncRNA, Fgf2 ncRNA
発現に及ぼす影響 
 変異型 p53発現プラスミド（175His、248Pro、
273Pro）を過剰発現した時の各 ncRNA プロモ
ーター活性解析とその発現（ノーザンブロッ
ト解析）を行った。 
Vegf ncRNA による変異型 p53 mRNA のサイ
レンシングを、p53 欠損 HCT116 細胞に各変異
型 p53 発現ベクターと Vegf ncRNA を共発現
させて、p53 のノーザンブロット解析を行っ
た。 
(３）p53 アイソフォーム発現および誘導遺伝
子の発現解析 
 Vegf ncRNA と Fgf-2 ncRNA 発現細胞におけ
る p53 アイソフォーム（d133-p53）の発現を
リアルタイム PCR 法で解析した。 
 p53 誘導遺伝子の発現は、アポトーシス関
連（Bax, PUMA, Noxa）、血管新生促進遺伝子
（VEGF, HIF-1a, EG-VEGF, Endoglin, FGF-2, 

FGF-BP1, Cox-2）を定量 PCR 法で解析した。 
(４）悪性化形質の解析 
 Vegf ncRNA と Fgf-2 ncRNA による p53 抑制
の結果、誘導される悪性化形質について、１）
各抗がん剤および低酸素によるアポトーシ
ス抵抗性（TUNEL 染色法）、２）がん幹細胞様
形質については、大腸がん幹細胞マーカー遺
伝子である CD133 と CD166 の発現解析とスフ
ェロイド形成能、３）運動能と浸潤能を解析
した。 
(５）低酸素応答の解析 
VEGF 阻害による低酸素ストレスと VEGF 枯
渇ストレスが HIF-1の発現と活性化に及ぼ
す影響について、HIF1 の転写活性と、HIF1
の標的遺伝子を搭載したPCRアレイで解析し
た。 
 
(６）ヒト腫瘍組織での Vegf ncRNA と Fgf-2 
ncRNA の発現解析 
 大腸・直腸がん組織と肝転移組織における
Vegf ncRNA と Fgf-2 ncRNA の発現を蛍光
RNA-FISH 染色で解析した。 
 
 
４．研究成果 
(１）Vegf ncRNA, Fgf2 ncRNA の転写制御機
構 
 Vegf ncRNA と Fgf-2 ncRNA の転写を制御す
るプロモーター領域を特定した（Vegf ncRNA
は、VEGF Exon 1の+1 - +600の領域、Fgf2ncRNA
は FGF2 Exon 1 の+1 - +550 の領域）。Vegf 
ncRNA の転写活性化に重要な転写共役因子と
して、PGC1a および転写活性化因子として
PPARg を同定した。Fgf2 ncRNA の転写活性化
に重要な転写活性化因子として AP-1 を同定
した。これらの転写因子は VEGF 標的薬アバ
スチンによって転写活性化能が亢進するこ
とも明らかにした。 
 
(２）変異型 p53 が Vegf ncRNA と Fgf-2 ncRNA
の発現に及ぼす影響 
 野生型 p53 は VEGF mRNA と FGF-2 mRNA の
転写を抑制し、その結果、Vegf ncRNA と Fgf-2 
ncRNA の転写が活性化するのに対し、多くの
固形がんで共通する変異型 p53（175His、
248Pro、273Pro）は、VEGF mRNA と FGF-2 mRNA
の転写を強く活性化した。その結果、転写干
渉作用によって Vegf ncRNA と Fgf-2 ncRNA
の転写は抑制されることを見出した（図１）。 



一過性遺伝子導入実験では、Vegf ncRNA は
変異型 p53 mRN もサイレンシングできた。ま
た、Fgf-2 ncRNA と変異型 p53 の結合につい
て解析した結果、Fgf-2 ncRNA は変異型 p53
と結合できないことが分かった。この結果は、
Fgf-2 ncRNA は野生型 p53 のみを特異的に阻
害することを意味している。 
 
(３）Vegf ncRNA と Fgf-2 ncRNA が、がん細
胞の悪性形質変化に及ぼす影響 

 p53 により誘導されるアポトーシス促進遺
伝子（Bax, PUMA, Noxa）の発現が抑制され
ており（図３）、各種抗がん剤（5-FU, 
irinotecan, cisplatin）および低酸素によ
るアポトーシスが著しく低下していた（図
２）。一方、p53 により発現が抑制されている
血管新生促進遺伝子（VEGF, HIF-1a, EG-VEGF, 
FGF-2, FGF-BP1, Cox2）の発現が有意に増加
していた（図３）。 
 がん幹細胞様形質の獲得について検討し
た結果、HIF-1a の発現増加と活性化、スフェ
ロイド形成能の著明な増加と、遊走能と浸潤

能の亢進が認められた（図４）。 

  
 これら in vitro での悪性形質化に一致し
て、ヌードマウス皮下移植腫瘍は、造腫瘍能
がコントロールの４倍以上に亢進していた。
さらに、アバスチン、5-FU に対する抵抗性を
示した。腫瘍を免疫組織科学学的に解析した
結果、アバスチン処理をしたにも関わらずア
ポトーシス細胞が著しく少なく（図５）、一
方、腫瘍新生血管が多い結果となった（図５）。 
 

 
 



 
 
(４）VEGF 阻害薬、Vegf ncRNA と Fgf-2 ncRNA
が、腫瘍間質細胞に及ぼす影響 
 
 がん細胞は間質細胞の p53 不活性化・喪失
を誘導する。また、間質細胞は VEGF 受容体
を発現していることから、VEGF 標的阻害剤に
よって VEGF が欠乏すると、がん細胞同様、
p53 のサイレンシングが誘導される可能性が
ある。その結果、正常間質細胞から腫瘍促進
性の間質細胞に変化すると考えられる。そこ
で、ヒト間質細胞を用いて、腫瘍間質細胞に
おける p53 のサイレンシングを検討した。 
 ヒト正常間質細胞（血管内皮細胞および繊
維芽細胞）に VEGF 標的阻害剤（アバスチン、
VEGF 受容体阻害剤）、低酸素ストレスを処理
しても、Vegf ncRNA、Fgf-2 ncRNA の誘導は
起こらず、その結果 p53 発現の抑制は見られ
なかった。 
 Vegf ncRNA、Fgf-2 ncRNA を強制発現させ
た間質細胞（血管内皮細胞および繊維芽細
胞）は、遊走能の亢進と、低酸素誘導性のア
ポトーシスに抵抗性を示した。 
 
 
(５）ヒト腫瘍組織での Vegf ncRNA と Fgf-2 
ncRNA の発現解析 
 大腸がん組織（原発巣）におけるVegf ncRNA
の発現は、化学療法単独群でも増加し、アバ
スチン治療群ではさらに著増していた（図
６）。Fgf2 ncRNA の発現は、化学療法単独群
及びアバスチン治療群で増加していた（図
６）。一方、未治療群では、こらら ncRNA の
発現は見られなかった（図６）。 
 肝転移巣においても、アバスチン治療群で
Vegf ncRNA と Fgf2 ncRNA の発現が見られた
（図７）。 
 
(６）ヒト腫瘍組織内の腫瘍間質細胞におけ
る Vegf ncRNA と Fgf-2 ncRNA の発現解析 
 アバスチン治療群の大腸がん組織内の
CD31 陽性がん関連血管内皮細胞において、

Vegf ncRNA と Fgf2 ncRNA の発現が見られた
（図８）。一方、未治療群のがん関連血管内
皮細胞では、Vegf ncRNA と Fgf2 ncRNA の発
現は見られなかった。 
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